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摘 　要 　本研究以日本文昌鱼 ( Branchiostoma japonicum) 性腺 cDNA 为材料 , 应用抑制性差减杂交技术构建文昌
鱼雌雄性腺的差减 cDNA 文库。正向差减杂交以卵巢为试验方、精巢为驱动方 , 反向差减杂交以精巢为试验方、
卵巢为驱动方 , 将所获差减 cDNA 片段克隆插入质粒表达载体 , 转化大肠杆菌 DH5α, 最后获得的正、反向差减
文库分别含 459、243 个重组子。PCR 扩增鉴定正、反向差减 cDNA 文库的插入片段 , 其中 90 %左右的克隆皆能
扩增出有效产物 , 插入片段范围为 200 - 600 bp , 符合差减文库 PCR 产物片段的大小。随机选取 30 个阳性克隆测
序分析 , 得到 26 有效基因片段 , 进一步从中选取 16 个序列 , 用实时定量 PCR 对文库质量进行验证 , 结果表明所
建文库能够达到富集雌雄性腺差异表达基因的目的。文昌鱼性腺差减文库的构建 , 为进一步分离、鉴定性腺分
化和发育相关基因奠定了基础 [动物学报 54 (3) : 482 - 488 , 2008 ]。
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Construction of subtractive cDNA library of the gonad of amphioxus
Branchiostoma japonicum
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Abstract 　In the present study , two subtracted cDNA libraries for gonads of amphioxus were constructed using the suppression
subtractive hybridization (SSH) technique. cDNA from ovary was adopted as tester for the construction of a forward library , and
then as a driver for the reverse library construction. Two2directional subtracted cDNA fragments were inserted into plasmid vectors ,
and subsequently the vectors were transferred into E1coli DH5α. As a result , forward and backward subtracted cDNA libraries
containing 459 and 243 clones respectively , were obtained and subjected to PCR analysis. Results confirmed that about 90 % of
the clones contained inserts of 200 - 600 bp in the two libraries , in accord with our prediction. Thirty of the positive clones were
selected and sequenced randomly , and , of those sequenced clones , twenty2six gene fragments were obtained. Then , sixteen
sequenced genes were further analyzed via Real2time PCR method. The results indicated that these genes were expressed differently
between male and female gonads. The subtractive cDNA libraries of amphioxus gonads provide a foundation for further studies of
the genes related to sexual differentiation and gonadal development [ Acta Zoologica Sinica 54 (3) : 482 - 488 , 2008 ] .
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　　文昌鱼在进化上占有极其重要的地位 , 是介于
低等无脊椎动物和脊椎动物之间的过渡类型
(Holland et al . , 2004) 。它身体构造简单 , 但基本
躯体构成与脊椎动物相同 , 因而与脊椎动物有很强
的可比性 ; 此外 , 体型小 , 皮肤透明 , 肉眼即可观
察到性腺等内部器官的发育情况 ; 同时文昌鱼性腺










发育等提供理论基础 ( Ottolenghi et al . , 2007 ;
Matsuda et al . , 2007) 。迄今 , 性别分化和发育方面
的研究在线虫、果蝇以及高等脊椎动物的研究中都
取得了一定的进展 , 已确定哺乳动物性别决定的开
关基因为 Sry 基因 ( Koopman et al . , 1991) , 以及其
它一些性别分化相关基因 , 如 Sox9、Dax1、Dmrt1
和 Wnt4 等 (Wright et al . , 1995 ; Swain et al . , 1998 ;
Jordan et al . , 2001) , 这些基因中有一些只在脊椎动
物性腺发育过程中有着保守的功能 , 只有 Dmrt1 基
因从线虫等低等动物到高等动物中都是保守的


















对种名进行准确鉴定 (王义权等 , 2004 ; Xu et al . ,
2005 ; Zhang et al . , 2006) , 为本实验室养殖的日本
文昌鱼 ( Branchiostoma japonicum) , 取性腺发育成
熟的个体雌、雄各 1 尾 , 单独于清洁海水中暂养约
2 日 , 其间不投喂饵料 , 待肠道内食物残渣排净
后 , 取性腺组织用于总 RNA 的提取。
112 　总 RNA的提取和双链 cDNA的合成
用 Trizol 试剂 ( Takara 公司) 分别提取文昌鱼
雌雄性腺组织的总 RNA , cDNA 合成用 Clontech 公
司的 SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit。首先取约
500 ng 总 RNA 在 CDS 引物 (5′2AAGCAGTGGTAT2
CAACGCAGAGTACT(30) VN23′) 和 SMART 寡聚核苷
酸引物 ( 5′2AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGC2
GGG23′) 存在下 , 72 ℃温育 2 min , 室温加入逆转
录酶、dNTP , 42 ℃反转录 30 min , 得到第一链
cDNA。取稀释 5 倍后的第一链 cDNA 合成产物 10
μl , 加入 10 ×Advantage○R 2 PCR 缓冲液 10μl、dNTP
2μl、引物 5′PCR Primer ⅡA (12μmolΠL) 2μl、50
×Advantage○R 2 聚合酶混合物 2μl , 在 100μl 体系
中进行 PCR 反应 : 95 ℃1 min 预变性 ; 再按 95 ℃15
s、65 ℃30 s、68 ℃6 min 的参数进行 18 个循环。
113 　抑制性差减杂交和差减效率检测
用 PCR2SelectTM cDNA Subtraction Kit (Clontech)
进行差减杂交。以雌鱼性腺 cDNA 为实验方
(Tester) , 以雄鱼性腺 cDNA 为驱动方 (Driver) , 所
构建的文库为正向文库 ; 反之则为反向文库。
合成的双链 cDNA 分别用 Rsa Ⅰ酶切 , 酶切产
物分别作为 Tester cDNA 和 Driver cDNA。将 Tester
cDNA 分成两份 , 分别与 adaptor 1 和 adaptor 2R (试
剂盒提供) 连接 , Driver cDNA 不与 adaptor 连接 ,
之后进行两轮杂交。首先将过量的 Driver cDNA 加
到每份 Tester cDNA 中 , 98 ℃变性后 , 68 ℃杂交 8
h。第 2 次杂交是将第 1 次杂交的两份样品混合 ,
并再次加入变性的Driver cDNA , 继续杂交 10 h。杂
交产物随后以引物 primer 1 (试剂盒提供) 进行第
1 次 PCR 扩增 , 第 1 次 PCR 产物再用引物 Nested
primer 1 和 2R (试剂盒提供) 进行第 2 次 PCR 扩
增 , 特异地富集差异表达的 cDNA 片段。
用β2actin 基因特异引物 F : 5′2CTCCGGTAT2
GTGCAAGGC23′, R : 5′2GCTGGGCTGTTGAAGGTC2
3′, 对差减 cDNA 文库进行差减效率检测。PCR 反
应条件 : 94 ℃预变性 5 min , 再按 94 ℃30 s、60 ℃30
s、72 ℃1 min 的参数扩增 33 个循环。分别在第 18、
23、28、33 循环处取 5μl 电泳 , 比较该基因在差
减杂交前后的 cDNA 中丰度 , 检测差减杂交的效
率。
114 　差减文库的构建和分析
将差减杂交的第 2 轮 PCR 产物纯化后连接到
载体 pMD182T vector ( Takara) , 转化 E1 coli DH5α,
将菌液均匀地涂布在 LBΠAmp + 琼脂平板上 , 在生
化培养箱中于 37 ℃培养 16 h , 这样就构建了文昌
鱼雌性性腺差异表达基因的差减文库 (正向差减文
库) 和雄性性腺差异表达基因的差减文库 (反向差
减文库) 。挑取菌落 , 用抑制差减杂交中的巢式引
物进行 PCR 扩增 , 观察是否有插入片段以及插入
片段的大小和分布范围。
从差减文库中随机挑选 30 个阳性克隆进行测
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取性腺成熟的雌、雄文昌鱼各 3 尾 , 用 Trizol
试剂 (Takara 公司) 提取雌雄性腺的总 RNA , DNA
酶 Ⅰ (Rnase free , Takara) 消化去除 DNA , 用 SYBR
PrimeScriptTM RT2PCR Kit ( Takara ) 进行反转录和
Real2time PCR 反应。从测序结果中随机挑选 16 条
序列设计引物 (正、反向差减库各 8 条) , 引物序
列及片段大小见表 1。PCR 反应条件 : 94 ℃预变性
1 min , 再按 94 ℃15 s、58 ℃15 s、72 ℃25 s 的参数
扩增 40 个循环。以β2actin 基因作参照对模板的初
始量进行调整。
表 1 　Real2time PCR使用的引物序列









β2actin 5′2TCTGGCATCATACCTTCTACAA23′ 5′2TCTGTGTCATCTTTTCCCTGTT23′ 232
O7 5′2TTTCCTTCAATTTCAGTCGTCC23′ 5′2CGTCCAACAAAGTCGAGGCT23′ 150
O86 5′2CGTCCAACAAAGTCGAGGCT23′ 5′2TTTCCTTCAATTTCAGTCGTCC23′ 149
O87 5′2ACTTCTGACTATTCGGGTG23′ 5′2CGTTTTGACGCATGTCCT23′ 136
O21 5′2CGAACACTGAACGCACTATACG23′ 5′2CACATATTTAGTAAAAGTTGCC23′ 150
O74 5′2CCAGCATGACCAGCAGTAGAAC23′ 5′2GCCGAGGTACGACTGAAG23′ 139
O39 5′2AGCCTCTAACCAATCGG23′ 5′2TAAATCCAAGCAGCGTT23′ 121
O73 5′2TCACGCACATCAACTACAACTC23′ 5′2CCAGTAGCACTCAGAAGTAGG23′ 140
O2 5′2TTCCCGGTGTATTTACTGAC23′ 5′2ATTGGTGGCACTTGAACCC23′ 105
T4 5′2CTACAGGCACAGGTAACATCAC23′ 5′2AGCAATGGCAACGACAAC23′ 100
T2 5′2CACAACAAAGGGCATTACTTC23′ 5′2ACTTAGTCACAGCCTCGCAGTG23′ 100
T23 5′2GTGTAGGAGACGCTGTGTATGC23′ 5′2CTAGCCGATCCGATTGTC23′ 158
T31 5′2TCCGAGCCCAGAATGATG23′ 5′2GCAACAACACTATCTACAGG23′ 109
T1 F : 5′2CCTCCTCCAATAGCAGAG23′ 5′2CGTTCCTTCAGCATCCAT23′ 104
T72 5′2ATCTCCACAGCGGGTCTATC23′ 5′2GTGCGGAGTAAGAGAAGACG23′ 138
T5 5′2GTTTTCTCCGTGACGATGTC23′ 5′2CCCGTTGCCAATATCTAC23′ 110
T3 5′2TGAGTGATGACGGGAAACC23′ 5′2GACAGTTGCCACCAATCAG23′ 127
克隆号中的“O”表示该克隆为卵巢差减库中的阳性克隆 ; “T”表示该克隆为精巢差减库中的阳性克隆。
“O”before the clone number indicates that the clone is selected from ovary subtracted cDNA library ;“T”indicates the clone is selected from testis subtracted
cDNA library.
2 　结　果
211 　总 RNA的提取和双链 cDNA的合成
提取文昌鱼雌雄性腺的总 RNA , 经分光光度
计检测 OD260ΠOD280 比值分别为 2111 和 1187 , 电泳
后总 RNA 的 18S rRNA 和 28S rRNA 条带清楚 , 质量
较好 (图 1A) 。用 Clontech 公司的 SMARTTM PCR
cDNA Synthesis Kit , 直接从总 RNA 合成双链 cDNA ,
电泳结果见图 1B。
212 　差减效率检测
为了检测抑制差减文库中 Tester 和 Driver 共有
的 cDNA 片断是否已被有效消除 , 选择看家基因β2
actin 作为标志 , 以该基因在差减杂交后的 cDNA 与
未经差减杂交 cDNA 的第 2 次 PCR 产物中量的差异
为指标。结果β2actin 基因在未差减样品中经 18 次
循环即可见到较微弱的特异性扩增条带 , 且随扩增
循环数的增加 , 产物量也逐渐提高 ; 而在差减后的
样品中经 28 次循环才能见到条带 (图 2) , 说明两
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图 1 　雌雄性腺总 RNA ( A) 和双链 cDNA ( B) 电泳图
M: DL22000 分子量标记。O : 卵巢样品。T: 精巢样品。
Fig11 　Electrophoresis of total RNA ( A) and dscDNA ( B)
of ovary and testis





差减后的第 2 次 PCR 扩增产物进行纯化和 TΠA
克隆后 , 正、反向差减 cDNA 文库分别获得 459 和
243 个重组子。应用 PCR 扩增进行鉴定 , 结果 90 %
左右的克隆皆能扩增出有效产物 , 插入片段大小在
200 - 600 bp 之间 , 与预期差减文库 PCR 产物片段
的大小一致 , 所建文库质量良好 (图 3) 。
图 3 　PCR检测差减 cDNA文库克隆的插入片段
M: DL22000 分子量标记。1 - 16 : 从正向差减文库中随机挑取的 16 个克隆。
Fig13 　Identification of the inserted cDNA fragments in subtractive cDNA libraries by PCR
M: Molecular marker DL22000. Lanes 1 - 16 : Sixteen randomly picked clones from the subtractive cDNA libraries.
　
从差减库中随机挑选 30 个阳性克隆进行测序
(正、反向差减库各 15 个) , 分析测序结果发现 ,
除 3 个克隆测序失败 , 2 个克隆为重复外 , 获得 26
个有效基因序列 (正向 14 个 , 反向 12 个) , 经与
公共数据中已知基因比对 , 其中正向库的 14 条序
列中 2 个为已知基因 , 分别为细胞周期相关因子和
组蛋白 , 反向的 12 条序列中有 6 条为已知基因 ,
分别为转运蛋白、淀粉样前体蛋白和一些酶类 , 其
图 2 　PCR检测β2actin cDNA的差减效率
M: DL22000 分子量标记。1、3、5、7 : 未差减对照样品。2、4、
6、8 : 差减后样品。1、2 : 18 个循环。3、4 : 23 个循环。5、6 :
28 个循环。7、8 : 33 个循环。
Fig12 　Subtraction efficiency of β2actin cDNA between
subtracted and unsubtracted cDNAs detected by PCR
M: Molecular marker DL22000. 1 , 3 , 5 , 7 : Products of unsubtracted
cDNAs. 2 , 4 , 6 , 8 : Products of subtracted cDNAs. 1 , 2 : 18 cycles.
3 , 4 : 23 cycles. 5 , 6 : 28 cycles. 7 , 8 : 33 cycles.
　
余均属功能未知基因 (表 2) 。
214 　Real2time PCR分析基因在雌雄性腺中的表达
为了进一步鉴定差减文库中得到的差异表达基
因的可靠性 , 从差减库的测序结果中选取 16 条序
列 (正、反差减库各 8 条) 设计特异引物 (表 1) ,
以β2actin 为对照 , 文昌鱼雌雄性腺的 cDNA 为模
板 , 进行 Real2time PCR 定量分析。结果表明 , 16
个克隆的 cDNA 片段在雌雄性腺中均呈现差异表达
(图 4) 。它们存在两种表达情况 : 一类是在卵巢或
精巢内特异表达 , 如O21 (组蛋白) 和 T5 (碳酸酐
酶) ; 第二类是在卵巢和精巢内的表达量上存在差
异 , 如 O73 (细胞周期相关因子) 和 T23 (过氧化
物酶) 。
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表 2 　阳性克隆测序 cDNA片段的同源性查询














































































































法 , 其主要的优点在于 , 差减杂交消除了 cDNA 群
体内各分子之间丰度的差异 , 通过均衡化作用使分
离与低丰度 mRNA 对应的 cDNA 克隆成为可能 ; 抑
制性 PCR 的引入 , 能够选择性地扩增目的 cDNA 片
段 , 使目的分子得到有效富集 (Diatchenko et al . ,
1996) 。在差减文库构建的过程中 , 得到大量完整
的总 RNA 是实验的先决条件 , 而文库的差减效率
则是衡量实验成功与否的最重要的指标。近几年
Clontech 公司推出的 SMARTTM PCR cDNA Synthesis
Kit , 大大减少了差减文库起始所需的 RNA 量 , 也
使差减杂交技术的应用变得越来越广范。本研究在
构建差减文库时 , 未进行 mRNA 纯化 , 应用
SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit 直接从总 RNA 合成
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图 4 　Real2time PCR 分析基因在雌雄性腺中的表达情况
A1 正向差减库中挑选的 5 个阳性克隆 , 只在卵巢中特异表达 , 精巢中未检测到。B1 正向差减库中挑选的 3 个阳性克隆的差异表达情况。
C1 反向差减库中挑选的 8 个阳性克隆的差异表达情况。
Fig14 　Analysis of gene expression pattern by Real2time PCR analysis
A15 positive clones from the fowrard subtracted library , only expressed in ovary , but no signal detected in testis. B1 gene expression pattern of 3 positive
clones from the forward subtracted library. C1 gene expression pattern of 8 positive clones from the backward sbtrated library.
　
了双链 cDNA , 在操作的过程中对每一阶段进行检
测 , 以β2actin 为标志检测差减实验的效率 , RT2
PCR 鉴定文库质量 , 结果均符合实验要求 , 表明文




本研究获得的 26 个有效基因序列 (正向 14
个 , 反向 12 个) , 经与公共数据中已知基因比对 ,
正向的 14 条序列中 2 条为已知基因 , 分别为细胞
周期相关因子和组蛋白 H3 , 组蛋白在卵巢中大量
表达 , 这与其在小鼠、鲟鱼等脊椎动物的卵巢中大
量表达结果相一致 , 说明组蛋白在卵子形成和发育
中起到很重要的作用 (Lopez et al . , 1997 ; 陈金平










与 , 涉及不同水平的基因表达调控 , 这些相关基因
包括 RNA 水平或 DNA 水平上的相关调节因子、结
构蛋白以及酶类等 (Abbie and Mark , 2006 ; Boyer et
al . , 2004 ; Clement et al . , 2007) 。此外 , 人们对文
昌鱼的基因和基因组的研究刚开始不久 , 有关基因
的基础数据积累少 , 这也使测得的序列暂时无法鉴
定其所属的基因种类 , 随着研究的深入 , 有可能从
这些目前未知基因中发现一些新基因。
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